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La protéase nexine 1 (PN-1), serpine tissulaire, est le plus puissant 
inhibiteur connu de la thrombine in vitro et inhibe l’uPA et le t-PA. 
Cependant son rôle physiologique dans l’hémostase et la thrombose 
n’est pas établi.
Notre objectif a été de caractériser la PN-1 plaquettaire quant à sa 
localisation et à sa fonction régulatrice de la thrombine et de l’uPA 
in vitro et in vivo.
La PN-1 a été analysée par cytométrie en  ux et western blot. 
L’inhibition de la thrombine et l’uPA a été mesurée par un test 
amidolytique. La génération de thrombine a été analysée par 
thrombinographie sur plasma riche en plaquettes (PRP). La 
sensibilité des plaquettes sauvages (WT) et PN-1-/- à la thrombine 
a été mesurée par FACS et agrégation plaquettaire. Le rôle de la 
PN-1 plaquettaire dans la thrombose a été d’abord étudié ex vivo 
en chambre de perfusion sur matrice de collagène et in vivo par 
microscopie intravitale.
La PN-1 est détectée à la membrane et dans les granules α des 
plaquettes. La PN-1 sécrétée lors de l’activation plaquettaire 
inhibe la thrombine et l’uPA. La génération de thrombine en PRP 
en absence de PN-1 est signi cativement augmentée (anticorps 
bloquant ou plaquettes PN-1-/-) indiquant que la PN-1 plaquettaire 
inhibe la thrombine et sa génération. La mesure de l’expression de 
la Psélectine et le taux d’agrégation des plaquettes PN-1-/- montre 
une hypersensibilité à la thrombine par rapport aux plaquettes 
WT.
Ex vivo, la formation de thrombi sur une surface de collagène en 
condition de  ux est également augmentée en absence de PN-1. In 
vivo, le dé cit en PN-1 résulte en une accélération de l’occlusion 
vasculaire dans un modèle de thrombose expérimentale.
Nous montrons pour la première fois que la PN-1 plaquettaire, 
stockée dans le granule α a une activité anticoagulante via 
l’inhibition de la thrombine et de sa génération. La PN-1 plaquettaire 
inhibe également l’uPA aussi bien que le PAI-1 plaquettaire. Nous 
montrons également pour la première fois que la PN-1 plaquettaire 
a une activité antithrombotique et joue un rôle régulateur sous 
estimé dans la thrombose.
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In sickle cell disease (SCD), the expression of mutated hemoglobin 
allows the formation of rigid, sickle-shaped and dense red blood cell 
(RBC). In patients, hypoxia, exercise or cold lead to vaso-occlusive 
crisis (VOC), with hypoperfusion in microcirculatory beds occluded 
by sickled, dense erythrocytes, causing ischemic tissue injury with 
intense pain. The renal medulla has substantial metabolic activity, 
with high oxygen demand, hyperosmolarity and low pH. Kidneys 
are thus particularly vulnerable to hypoxia and acute VOC. Platelet 
TSP1 released during thrombosis, and its RBC surface receptor 
CD47 have previously been involved in increased adhesion of RBC to 
endothelium in SCD. Here, we investigated other effects of TSP1 and 
CD47 on RBC in connection with VOC. We used SAD transgenic mice 
expressing mutated human hemoglobin (α2β2SAD). We found that 
circulating TSP1 levels increased 4 fold in SAD mice under hypoxia 
(8 % O2) for 16 hours, whereas TSP1 levels were strongly depressed 
in wild type mice (-70 %). Electron microscopy and ektacytometry 
revealed that TSP1-derived CD47 agonist peptides in synergy with 
hypoxia triggered RBC echinocytosis in healthy RBC (+600 %). Wild 
type echinocytes however conserved constant numbers of short 
round spicules. SAD RBC also responded with increased echinocytosis 
(+100 %), coupled to a doubling in the aberrantly rigid,  ne and 
elongated spicules they carried, compared to normoxia. No true 
sickling was observed. Intravenous injection of CD47 agonist to 
anesthetized wild type mice signi cantly reduced renal blood  ow 
by 17 %, as assessed by echo-Doppler, indicating increased renal 
microvascular resistance. Renal blood  ow returned to normal 
values within 5 minutes. In contrast, administration of CD47 agonist 
peptides to SAD mice reduced renal blood  ow by 48 %, for more 
than 20 minutes. Mutated control peptides had no effects, and we 
observed no signi cant modulation of heart beat rates, or cardiac 
output. We concluded that the release of TSP1 may synergize with 
hypoxia to mediate echinocytosis and contribute to lasting vaso-
occlusive crises.
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L’endothélium vasculaire est la première couche de cellules en 
contact avec le  ux sanguin. Au cours de processus pathologiques, 
les cellules endothéliales subissent des remaniements notoires 
dus à la présence de nombreux facteurs de croissance. Dans 
ce cas, l’intégrité de l’endothélium, assurée principalement 
par les jonctions adhérentes endothéliales dont la V(ascular)
E(ndothelial)-cadhérine est la protéine clé, est perturbé.
Notre objectif est de mieux comprendre les modi cations des 
jonctions endothéliales et plus particulièrement de la VE-
cadhérine. La phospho-VE-cadhérine est une caractéristique des 
cellules endothéliales activées in vitro. Notre laboratoire a montré 
l’existence d’une forme phosphorylée de VE-cadhérine in vivo au 
cours de l’angiogenèse physiologique (stimulation hormonale). Des 
tyrosines importantes ont été identi ées : la tyrosine 685, qui est 
la cible directe de la tyrosine kinase Src en réponse au VEGF ainsi 
que les tyrosines 658 et 731. De plus, la VE-cadhérine peut être 
sensible à la protéolyse.
Dans ce travail, la phosphorylation de la VE-cadhérine a été 
étudiée dans un contexte pathologique d’in ammation et de 
cancer. Pour cela, deux modèles murins de tumeurs hépatiques 
ou cérébrales ont été analysés. Par l’utilisation d’anticorps anti-
phosphosite spéci ques, j’ai démontré l’existence in vivo d’une 
forme phosphorylée de VE-cadhérine sur le site Y658. L’analyse de 
l’inhibition d’une tyrosine kinase particulière, SYK, par si RNA ainsi 
que par des expériences de phosphorylation de la VE-cadhérine 
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in vitro suggèrent fortement l’implication de SYK dans cette 
phosphorylation.
En parallèle, dans le cadre d’une étude sur la polyarthite rhumatoide, 
nous avons mis en évidence la présence d’une forme circulante de 
VE-cadhérine correspondant à son domaine extracellulaire clivé. 
Cette étude a pour but d’évaluer si la VE-cadhérine circulante peut 
être un marqueur d’une in ammation à distance. Les résultats sur 
75 patients, en cours d’analyse statistique, seront exposés dans 
cette présentation.
La VE-cadhérine, tant par sa phosphorylation que par sa 
présence dans les  uides biologiques, pourrait être une signature 
de l’endothélium activé (phosphorylation) et/ou agressé 
(protéolyse).
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Objectives — The aim of the study was to evaluate the impact 
of CYP2C19*17 on Platelet Response to Clopidogrel in patients 
suffering from Non-ST Elevation Acute Coronary Syndrome (NSTE 
ACS).
Background — Clopidogrel is activated by cytochrome P450 (CYP) 
to generate an active metabolite that inhibits platelets through 
irreversible binding to the platelet P2Y12 receptor. We have 
shown that CYP2C19*2 is associated with a low platelet response 
to clopidogrel (Am J Cardiol 2008), which has been demonstrated 
to predict adverse events in patients suffering from NSTE ACS. 
Recently, a novel allelic variant (CYP2C19*17) encoding an 
ultrarapid enzyme activity has been described.
Results — We evaluated in 449 patients with non-ST elevation ACS 
after the administration of a loading dose of 600 mg clopidogrel, 
the impact of CYP2C19*17 on platelet response to clopidogrel 
assessed by vasodilator stimulated phosphoprotein phosphorylation 
index (PRI VASP). No signi cant deviations from Hardy-Weinberg 
equilibrium were observed for this genetic variant. The observed 
frequency of the CYP2C19*17 allele was 20 %. The CYP2C19*17 allele 
was signi cantly associated with VASP, both in recessive (p =0.02) 
and codominant (p =0.0073) models. The CYP2C19*17 allele carriers 
(extensive metabolizers) exhibited the lowest PRI VASP (mean ± SD 
= 49.7±23.7 vs 55.9±22.8), testifying a better platelet response to 
clopidogrel. The interaction between the CYP2C19*2 (decrease in 
platelet response to clopidogrel) an the CYP2C19*17 allele (increase 
in platelet response to clopidogrel) was not signi cant.
Conclusion — The present data suggest that the CYPC19*17 allele 
in uences platelet response to clopidogrel in patients with NSTE 
ACS, independently from the CYPC19*2 allele.
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Aims: Diabetic patients have a higher prevalence of inadequate 
platelet response to Clopidogrel. However, determinants of this 
low response remain uncertain.
Methods and Results — We analyzed ADP-induced platelet 
aggregation (ADP-Ag), and Platelet Reactivity Index of Vasodilatator-
Stimulated Phosphoprotein (PRI VASP) in 124 diabetic patients 
treated with Clopidogrel, and repeated them after glycemic 
optimization in 15 uncontrolled patients.
Platelet tests did not correlate with glycemic control and did not 
change after glycemic optimization. Type 2 diabetics had higher 
ADP-Ag and PRI VASP than type 1 (49±19 vs 33±19 %, p = 0.008 ; 
62±16 vs 48±27 %, p = 0.02, respectively). On adjustment for studied 
variables ADP-Ag but not PRI VASP remained statistically associated 
with the type of diabetes (p = 0.007 ; p=0.11 respectively). Also 
 brinogen was an independent predictor of ADP-Ag and clopidogrel 
non responders had elevated plasma  brinogen, compared with 
responders: 8.2 ± 0.5 versus 3.8 ± 0.1 g/L (p<10-4). A threshold of 
3.57 g/L led to a negative predictive value of 94.7 %.
Conclusion — Platelet response to clopidogrel, mainly ADP-Ag 
was not related to glycemic control but to the type of diabetes. 
Moreover  brinogen strongly predicted ADP-Ag in diabetics.
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Introduction — Proprotein convertase subtilisin kexin type 9 (PCSK9) 
is a natural inhibitor of the low density lipoprotein receptor (LDLr) 
and its de ciency confers a high protection against cardiovascular 
diseases. We previously reported that PCSK9 expression is regulated 
by nutritional status and insulinemia.
Objectives — Here, we investigated the metabolic adaptation 
of PCSK9 de cient mice (PCSK9-/-) in response to a high fat diet 
(HFD).
Methods & Results — PCSK9-/- and PCSK9+/+ males were given 
a 60 % fat diet for 10 weeks. Before treatment, both genotypes 
responded similarly to oral glucose tolerance (OGTT) and insulin 
tolerance test (ITT). The  rst week following HFD feeding, we 
noticed an initial rise in glycemia for both genotypes (32 and 37.8 %), 
re ecting diet-induced insulin resistance. Despite comparable 
OGTT and ITT, PCSK9-/- mice presented a slight reduction of blood 
